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摘 要 
背景 
原发性肝癌在世界范围内都有很高的发病率与死亡率，是常见的恶性肿瘤
之一，肝癌的发生具有早期症状不明显，后期发展迅速的特点，这为肝癌的早
期治疗提高了难度，随着医学的进步，尽管肝癌的诊断与治疗都有了很大进
步，但肝癌患者的总体生存率还是不理想，所以寻找新的治疗靶点越来越迫
切。 
近年来关于自噬在肿瘤发生发展中的研究越来越多，自噬在肿瘤的形成、
增殖、转移以及能量代谢等诸多方面具有调节作用。自噬活性在肝癌的发生发
展中起着重要作用。LAPTM4B（Lysosomal Transmembrane Protein4β）在肿瘤
中发挥多种生物学功能，如促进肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭、抑制细胞的凋
亡等，LAPTM4B还能诱导蒽环类药物的胞浆滞留，减少药物对DNA的损伤。
LAPTM4B降解会影响溶酶体膜的稳定性，参与细胞自噬过程，在自噬体成熟过
程中发挥重要作用，通过促进自噬能增加细胞对饥饿等应激状态的耐受性。但
关于LAPTM4B如何在肝癌细胞中调控自噬知之甚少,因此在肝癌细胞中进行了
LAPTM4B与自噬的相关研究。 
方法与结果 
1、 利用qPCR检测了60对临床肝癌样本中LAPTM4B的表达，结果表明
LAPTM4B在癌组织中明显高于癌旁组织。 
2、 构建LAPTM4B的沉默与过表达稳转肝癌细胞系，检测LAPTM4B对肝癌细
胞增殖能力的影响。实验表明LAPTM4B的表达量与肝癌细胞的增殖能力呈
正相关。 
3、 通过western blot，免疫荧光等检测LAPTM4B对肝癌细胞自噬的影响。结果
表明在细胞处于饥饿状态下时LAPTM4B能够增加自噬水平。 
4、 通过qPCR与western blot实验检测干扰LAPTM4B表达后自噬相关蛋白表达
量的改变。结果发现LAPTM4B会影响自噬相关蛋白ATG3的表达，二者表达
量呈正相关。并且发现在60对临床肝癌样本中LAPTM4B与ATG3具有显著相
关性。 
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5、 在肝癌细胞中LAPTM4B通过调控ATG3对自噬产生影响。在过表达
LAPTM4B细胞中沉默ATG3细胞自噬水平下降，在沉默LAPTM4B的细胞中
过表达ATG3自噬水平会有所恢复。 
结论 
LAPTM4B在肝癌细胞不仅能增加体内外肝癌细胞的增殖能力而且在饥
饿条件下还会促进肝癌细胞自噬的发生，实验中通过验证LAPTM4B表达量
与多种自噬相关蛋白表达的关系，发现LAPTM4B通过调控ATG3实现在肝癌
细胞中对自噬水平的影响。 
关键词：原发性肝癌  LAPTM4B  增殖  自噬  ATG3 
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Abstract 
Background 
 Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignances 
with high morbidity and mortality worldwide. There are not obvious symptoms in the 
early stage of HCC. Although advancement of the diagnosis and treatment of HCC have 
been made, the overall survival rate of patients with HCC remains poor. Therefore, it is 
urgently needed to identify novel therapeutic targets. 
Autophagy play crucial role in the turmorgenesis and development of cancers. 
It has been reported that autophagy can regulate the growth, metastasis and energy 
metabolism of HCC. LAPTM4B (Lysosomal Transmembrane Protein 4 beta) exerts 
oncogenic activity in tumors, such as promoting cell proliferation, migration, invasion 
and inhibition of cell apoptosis. LAPTM4B also induce anthracycline intracellular 
retention, reduce injury drugs on DNA, and affect the stability of the lysosomal 
membrane. Recent studies demonstrated that LAPTM4B is involved in cell autophagy. 
However, the underlying molecular mechanisms by which LAPTM4B regulates 
autophagy remain elucidated.  
Methods and results 
1.We performed qPCR to detect the expression of LAPTM4B in 60 pairs of 
liver cancer samples and found that the expression level of LAPTM4B was significantly 
higher in tumor tissues than that in paired nontumor tissues. 
2.We performed gain- and loss-of-function assays to investigate the effect of 
LAPTM4B on the proliferation of HCC cells. The results showed that LAPTM4B 
significantly promoted cell proliferation both in vivo and in vitro. 
3. The effects of LAPTM4B on autophagy in HCC cells were detected by 
western blot and immunofluorescence assay. The results showed that LAPTM4B could 
increase starvation-induced autophagy. 
4. qPCR and western blot assays were used to detect the ATGs expression 
following LAPTM4B overexpression and knockdown. The results showed that 
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LAPTM4B could affect the expression of ATG3 (autophagy related protein). Moreover, 
the expression of LAPTM4B was positively correlated with ATG3 in tumor tissues. 
5. LAPTM4B promotes autophagy through regulation of ATG3 in HCC. 
Silence of ATG3 abolished the promotion of autophagy induced by LAPTM4B 
upregulation, whereas overexpression of ATG3 rescued autophagy inhibition mediated 
by LAPTM4B silence. 
Conclusion 
LAPTM4B can not only increase the cell proliferation in HCC, but also 
induce autophagy of HCC. LAPTM4B promotes autophagy in an ATG3-dependent 
manner in HCC. 
Keywords: hepatocellular carcinoma；LAPTM4B；proliferation ；autophagy；
ATG3 
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英文缩略表 
英文缩写 英文全名 中文全名 
HCC Hepatocellular Carcinoma 肝细胞癌（肝癌） 
LAPTM4B Lysosomal Transmembrane Protein 4 beta 溶酶体跨膜蛋白 4β 
ATG3 Autophagy related protein-3 自噬相关蛋白 
PCR polymerase chain reaction 聚合酶链反应 
RT-PCR reverse transeription polymerase chain reaction 逆转录聚合酶链反应 
qPCR real time fluorescence quantitative PCR 实时荧光定量聚合酶链
反应 
DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
dsDNA double-stranded DNA 双链 DNA 
RNA ribonucleic acid 核糖核酸 
mRNA Messager Ribonucleic acid 信使 RNA 
dNTP deoxyribonucleoside triphosphate 脱氧核糖三磷酸 
E.coli Escherichia coli 大肠杆菌 
cDNA complement deoxyribonucleic acid 互补脱氧核糖核酸 
shRNA short hairpin RNA 短发夹 RNA 
RNase A Robonuclease A 核糖核酸酶 A 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Media DMEM细胞培养基 
PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 
PVDF polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯膜 
SSC saline sodium citrate 柠檬酸钠缓冲液 
TAE Tris-acetate-EDTA 三羟甲基氨基甲烷-冰乙
酸-乙二胺四乙酸 
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
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TBST Tris-Buffered Saline and Tween 20 TBST洗膜液 
HBV 
AFP 
Hepatitis B virus 
alpha-fetoprotein 
乙型肝炎病毒 
甲胎蛋白 
WB Western blotting 蛋白免疫印迹 
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第一章 前 言 
1.1原发性肝癌概述 
从全球范围来看，肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是最常见的
恶性肿瘤之一，肝癌的发病率居恶性肿瘤的第6位，死亡率也高达第3位，仅次
于胃癌、肺癌、和食管癌。肝癌具有恶性程度高、发病进程迅速、预后效果不
好等特点，给国家的经济、社会及医疗带来了沉重负担[1, 2]，我国是肝癌的高发
地区，主要集中在东南沿海地区，发病率与死亡率都比较高，死亡人数约占世
界肝癌死亡人数的一半[3]。资料显示，在全球每年新发现的20多万例患者中，
约有近一半的肝癌患者发生在中国。且男性发病率与死亡率都明显高于女性，
数据显示男性死亡率为17.2万/年，女性5.57万/年，肝癌的发病率也与年龄密切
相关，发病年龄的中位值为40-50岁，农村发病率高于城市，这种现象的原因可
能与医疗卫生条件，健康意识有关系[4]。肝癌根据病理分型可分为肝细胞肝
癌、肝内胆管细胞癌、肝内胆管细胞癌与肝细胞癌混合型三种类型。在我国大
部分为肝细胞型，所占比例在原发性肝癌高达90%以上[5]。 
肝癌发生早期一般没有明显的临床症状，对肝癌的早期发现产生了不利影响，
应当定期进行身体检查，目前肝癌的诊断方法主要分为：临床诊断与分子诊断。
临床诊断方法主要有：超声检查、影像学的检查，其中超声检查是检测肝癌的主
要方法，敏感性在 60%-80%，特异性超过了 90%，现在超声检查与 AFP检查结
合是筛查肝癌的重要方法，但超声检查的灵敏度低，只能作为早期检查的方法，
对于肝癌的确诊没有意义，近年来基因芯片和 qRT-PCR 等分子诊断技术成为了
肝癌的诊断手段，在乙肝患者中检测出了 120个基因，可以用于区别是增生结节
还是肝细胞癌[6]，在与丙肝相关的肝癌中鉴定出了三个分子：GPCE、LYVE1、
survivin，可以作为区分增生结节与小肝癌的准确分子[7]。炎症反应与癌症的复发
和不良的预后相关，因此检测炎症反应指标可以作为预后的参考指标。目前还没
有单一作为诊断肝癌的标准，综合多种生物标志物对于提高肝癌诊断的特异性和
敏感性大有益处，目前关于原发性肝癌的治疗方法主要有：放疗和化疗、手术治
疗、分子药物的靶向治疗等，手术治疗包括手术切除和肝脏移植，是目前的首选
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治疗方法，尤其是对没有肝硬化，肝脏功能良好的患者。随着科技的进步，近年
来肝切除的进步主要在微创腹腔镜技术和精准肝切除上，对于减轻创伤和术后并
发症有了明显的改善，但由于肝癌的发病较为隐匿，早期症状和身体的体征都不
明显，一旦发现症状时去就诊，往往已达到中晚期癌症状态，造成总体治疗后的
效果并不理想，预后效果差，生存率低。原发性肝癌的高转移性和高复发性是影
响其预后的主要原因，肝病患者大多最终由于肝癌的转移导致其死亡[8]，因此，
研究出更加敏感的，更特异的分子诊断物并使其能够应用于临床诊断上是十分紧
迫的任务。 
1.2原发性肝癌发病因素 
肝癌确切的发病机制还并不是很清楚，但大部分的肝癌是在慢性肝病与肝硬
化的基础上发生的。在慢性肝病中，病毒性肝炎与肝病的发生关系更为密切有“催
化剂”之称。长时间的食用腌制、煎炸、熏烤的食物；饮用水质的严重污染都能
诱发肝癌，还有基因突变，免疫状态等。 
1.2.1病毒性肝癌及肝硬化 
病毒性肝癌中乙型肝炎（HBV）与丙型肝炎（HCV）的位置最重，有数据表
明在肝癌患者中约 30%的患者具有慢性肝病史约，且 HbsAg 阳性者的数量占到
一半以上。因此乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒是肝癌发生的主要病因。台湾一项
有 11800多名研究对象的具有前瞻性的研究表明，在排除年龄、性别等的影响因
素后，和 HBsAg与 HBeAg均阴性的人相比，仅 HBsAg的阳性者患肝细胞癌的
相对危险度大约为 9.6( 95%CI:6.0~15.2)，然而 HBsAg 和 HBeAg 均为阳性的人
患肝细胞癌的相对危险度为 60.2 ( 95%CI:35.5~102.1)[9]。全球范围内，大概有 3
亿的人带有乙型肝炎的病毒，通过病例的对照研究与正常人比较，慢性乙肝病毒
的携带者的肝癌发病率升高了 5至 15倍，乙型肝炎病毒的感染者很大一部分会
发展为肝硬化，最终发展为肝癌，其概率有 70%至 90%。发展中国家乙型病毒肝
炎发病率高，我国也是高发区，据有关数据统计，在全世界中无症状 HBsAg 的
携带者就超过 2.8亿，我国占的比例较高约占了 1.3亿。多数携带者无症状。目
前我国有大约 3000 万的乙肝患者。慢性乙型肝炎会引起肝组织的炎症与坏死，
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这就大大增加了肝细胞的癌变概率，并且会促进肝细胞的增殖。慢性乙型肝炎会
引起肝脏的纤维化，进而引起肝细胞的生长失去控制，且在炎性肝脏组织中的单
核细胞可以在局部产生活性氧，这种产生的活性氧可以促进肝癌的发生。乙肝的
主要传播途径为血液传播、母婴传播及性接触传播。在我国母婴传播为重要方式。
乙肝的预防主要是乙肝疫苗的的接种，这是预防和控制乙肝的根本措施。肝硬化
大多是由乙肝病毒的感染所导致，乙肝病每次发作时，都会伴有部分肝细胞会发
生变性死亡，也会有肝细胞的再生。并且还会有纤维结缔组织发生增生，这样会
导致正常的肝小叶结构被破坏，但会有假小叶的形成。反复多次发作后，由于纤
维结缔组织会大量形成肝脏也会逐渐发生变形，质地会变硬，血液循环发生障碍，
即肝脏发生了肝硬化。慢性肝炎导致肝硬化的因素很多，但基本原因是机体不能
有效地清除病毒。还有过度劳累、营养不良、酗酒、治疗不当、应用损肝药物以
及合并血吸虫病等多种因素，这些因素都在肝病发展成肝硬化的进程中发挥着作
用。肝硬化往往会导致肝癌。我国是乙肝大国，据估计其中约 25%发展为慢性肝
炎、肝硬化，10%左右发展为肝细胞肝癌，人群中乙肝病毒携带者患肝癌的危险
性比 HBsAg隐性者高 10-50倍，研究表明，HBV在肝癌患者的肝内处于活跃地
持续复制状态，HBV 在肝细胞内不停刺激，会导致炎症微环境改变，诱导基因
的突变并整合到肝细胞的基因组中[10]。 
1.2.2黄曲霉素 
黄曲霉毒素主要由寄生曲霉和黄曲霉寄生曲霉产生，是迄今发现的最稳定的
一种真菌毒素，其基本结构都含有二呋喃环与双香豆素，其中与肝癌有关的为黄
曲霉毒素 B1(AFB1)，它是最为常见的一种。AFB1 致癌的强度是二甲基亚硝胺
的 75 倍，可以诱发所有动物发生肝癌。黄曲霉毒素广泛地存在于粮油食品中，
一般以热带和亚热带地区的食品污染严重，尤其玉米、花生和花生油污染最为严
重。有大量流行病学调查以及实验室的研究均证实，肝癌的发病情况与黄曲霉毒
素的量具有等级相关关系，HBV 和黄曲霉毒素具有协同致癌的作用。通过对广
西南部 HBV、AFB1与肝癌关系的调研发现，AFB1的水平与肝癌的死亡率呈现
出线性正相关关系；在对启东、扶绥居民对 AFB1的摄入量调查时发现这两地高
发区的居民尿中的 AFB1 排出量均明显高于低发区者。黄曲霉毒素还可与 HBV
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感染产生协同作用，增加了患肝癌的风险。启东研究表明，即便是中等程度暴露
于黄曲霉毒素下，也会使 HBV的感染者得肝癌的风险增加 2倍[11]。AFB1 -8，9-
环氧化物也可以攻击蛋白质，形成 AFB1白蛋白加合物(AFB1 –albumin adducts，
AFB1 ALB)而残留在血液中，其主要形式为 AFB1 赖氨酸加合物(AFB1 lysine)，尿
中的 AFB1 -N7 -GUA可以反映出新近暴露水平，而血清中的 AFB1 ALB可以作为
一种暴露生物标记物，用于反映累积和多重暴露水平。AFB1 -N7 –GUA具有很强
的生物学效应,其带正电荷的咪唑环能够促进自身的脱嘌呤，产生了无嘌呤嘧啶
位点(apurinicsite，AP位点)；或者打开咪唑环形成在生物学，和化学上更为稳定
的 AFB1 甲酰胺加合物(aflatoxinB1formamidopyrimidineadduct, AFB1 -FAPY)。暴露
于 AFB1 几周内后 AFB1 -FAPY 可升到最高浓度，并且可在体内持续较长时间。
AFB1 -N7 -GUA具有 AP位点的加合物、AFB1 -FAPY可能是 AFB1在体内发挥毒
性的 3种主要形式，其他的 AFB1代谢物的水平都低于这 3种物质。目前认为黄
曲霉毒素与抑癌基因 p53 的突变密切相关[12]。国内外研究人员在黄曲霉毒素高
暴露区的肝癌病人体内均能检测出 p53的基因突变，并且突变主要发生在 249位
和 254位的密码子上。一些用 cDNA阵列技术发现，AFB1诱发树鼩肝癌形成过
程中发生了基因变化，进一步证明了 AFB1的致癌性与基因水平的变化有关。 
1.2.3酒精 
酒精已被证实是促进肝癌发展的危险因素之一，但关于酒精是怎样促进肝
癌细胞的生长和转移的机制仍很不清楚。饮酒在肝癌的发生中主要起辅助作
用，酒精与肝癌的地区性研究较多。研究发现在HBsAg携带率低地区，与肝癌
关系最密切的是嗜酒，在南非与西方国家与HBV的关系比较小。在这些地方嗜
酒是更常见的原因。在发展中国家与酒精相关的肝癌也在逐渐增加，如斯里兰
卡，酒精中毒是肝癌发生的主要原因。法国、瑞典、美国、加拿大和菲律宾等
地区，发现酒精是诱发肝癌的一个危险因素。现在研究发现在没结合其他危险
因素时，单纯的酒精性肝硬化也有10%-30%导致肝癌的发生率。长期饮大量的
饮酒通常会导致脂肪肝、肝硬变及酒精性肝炎等的发生，最终导致发生肝癌
[13]。 
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